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IWethode d'obtention de plante Monocotyl§done contenant un g§ne d'interet sans 

sequence auxiliaire 6trang6re. 

La pr6sente invention conceme une mdthode d'obtention de plante IVIonocotylSdorie 
contenant un g6ne d'interet sans sequence auxiliaire 6trangdre. 

La transg§n6se veg6tale consiste d introduire dans une plante un ou des genes 
provenant de differents onganismes (bact6ries, virus, insectes, plantes), dans le but de lui 
apporter de nouveaux caracteres et d'ameliorer certaines qualites agronomiques ou 
alimentaires. La grande diversite de g6nes, associSe au developpement des tecliniques 
de transformation g6n§tique classiques, a abouti d la creation d© nouvelles vari6t§8 
v§g6tales. Dans certains cas, grSce d i'lntroduction de caractSres conf6rant une 
resistance d un herbicide, it des pathogdnes ou d divers stress, les pratiques culturales 
peuvent Stre facilities et les rendements augment6s. Dans d'autres cas, la valeur nutritive 
de la plante et la teneur en certains composes essentiels peuvent etre am6lior6es. 
Cependant, I'intSgration de gines dans un genome durant un processus de transgeriSse 
se fait avec une frequence trds basse. C'est pourquoi, dans la plupart des cas. onllie 
g6n6tiquement aux genes d'intSrets soit un gdne marqueur de selection, qui donneSun 
avantage selectif aux cellules transformies, soit un marqueur ph6notypique, qui permit S 
I'homme de I'art d'identifier les cellules transfonnSes panni les autres. .1 

Les genes marqueurs de selection, tels que les gines de r^istance . aux 
antibiotiques ou aux herbicides, sont essentiels pour rep6rer les 6v6nements de 
transformation.Cependant ils demeurent dans la plante et par consequent pduvent 
egalement etre detectee sous forme d'ADN ou de prot6ines dans certains produits- 
derives, alors que g6neralement ils n'apportent pas de valeur ajoutee ^ la plante " 
transformee obtenue. La presence de ces genes, et en particulier les genes de resistance 
aux antibiotiques et aux lierbicides. est aujourd'hui au centre de nombreux debats sur les 
organismes g6netiquement modifies (Flavell et al.. 1992 ; Chesson a/., 2000). 

II est done n§cessaire d'elaborer des systdmes qui permettent I'elimlnation de .ces 
gdnes de selection, une fois que les transformants ont et6 isol6s par action de i'agent 
s6lectif ou/et par analyses moleculaires. Plusieurs mdtliodes d'elimination plus ou moins 

complexes ont 6tiitudi§esTtelles que ;' 

- la co-transfomiation qui consiste a introduire deux ADN-T (AON de transfert) dans 
I'organisme. le premier avec ie g6ne d'int6rgt et I'autre avec le gene de selection. Cette 
m6thode est plutot utilisee pour les especes S cycle de reproduction court. On selectionne 
ensuite dans la descendance des transfomiants portant le transgdne d'inter§t mais ayant 
perdu le gSne de selection par segregation. 




- les systemes exploitant la recombinaison & des sites sp6cifiques tels que le 
systeme cre/Iox du bacteriophage P1 ou ie systeme FLP/FRT de la levure (FliPase 
recombinase ; Lyzrik et al., 1997) utilises pour les especes a cycle de reproduction long 
(maYs, arbustes). Mais ces systemes restent complexes el lourds. 
5 - les systemes d'6limination qui exploited les propriet6s de genes mobiles presents 

dans de nombreux genomes comme les r6tro6l6ments et les transposons, et en 
particulier le systdme Ac/Ds du maTs, utilises chez de nombreuses espdces. 

Les 6l6ments transposables en general, dont notamment le systeme Ac/Ds, peuvent 
s'exclser etse r6ins6rer dans le genome pendant le d6veloppement celiulaire. Ces 
1 0 6l6ments peuvent aussi ne pas trouver de site receveur dans lequel s'lns^rer et sent aiore 
d^grad^s par des nucleases. Principalement utilises pour le clonage et I'^tiquetage de 
certains g6nes d pli6notypes d'expresslon vislbles (Dellaporta et al., 1988), les 
transposons peuvent fegalement sen/ir a mobiliser, exciser et 6liminer des g^nes 
(PCT/US91/04679). 

15 Un systfeme utilisant Ac/Ds du maYs et permettant l'6limination de g^nes marqueur de 

selection chez la tomate, esp6ce qui ne poss6de pas d'6tement Ac ou Ds ^ I'etat naturel, 

a 6te d^crit par Yoder et a/. , (1 993). 

Mais ce systeme, qui a fait ses preuves dans des plantes h^terotogues de type 

Dicotytedones (tomate, arabette, tabac). semblait jusqu'a lors difficilement exploitable 
20 Chez des Monocotyl^dones en particulier le maYs. esp^ce dans laquelle Ac/Ds reside 

naturellement. En effet la presence d'6l§ments endogdnes rend difficile la mattrise et 

I'exploitation de ce systeme. 

Dans le cadre de la pr^sente demande, les inventeurs ont nSussi a mettre au point 

un nouveau proc6d6 original d'^Iimination de g6nes marqueurs chez les 
25 Monocotyl§dones. notamment chez le maYs, en utilisant un systeme de transposons 

endogene, comme par exemple le syst§me Ac/Ds. 

La presente invention a done pour objet une m6thode d'obtention d'une plante 

Monocotyl6done transg6nlque contenant un gdne d'interet (i) sans sequence auxlliaire 

6trangere, comprenant les etapes suivantes: 
30 a) transfonnation d'au moins une cellule de plante ne poss6dant aucune 

transposase active, avec un vecteur comprenant deux cassettes d'expresslon, I'une. 

comprenant une~sSquence nucteotidique d'interet (i), I'autre comprenanfune sequence 

nucl§otidique codant pour un marqueur de selection (ii) encadr6 par les sequences 

mobilisables d'un transposon, ladite cassette d'expresslon comprenant une sequence 
35 nucfeotidique d'int6r§l (i) §tant en dehors de I'^lement transposon; 

b) selection des plantes transfonnees avec le marqueur de selection (ii); 
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c) croisement d'une plante transformee avec une autre plante appartenant d une 
lignee contenant dans son genome un gene, codant pour une transposase active 
endogene, et qui se trouve au milieu d'un marqueur ph6notypique d'excision (iii), pour 
obtenir une F1 ou tout autre iridividu de generation ult^rieure ; 
5 d) selection des cellules ou des individus porteurs du g6ne dlnteret sans 

s6quence auxiliaire etrangdre, a partir de la generation F1 ; 

e) regeneration de plantes a partir des cellules ou des individus selectionnes en 

(d). 

Par «sequences auxiliaires etrangeres», on entend des sequences (ii) codant pour 
10 un marqueur de selection lequel peut Stre egalement un marqueur phenotypique 
permettant de selectionner une plante transformee d'une plante qui ne contient pas TADN 
etranger transfecte. Comme sequence codant pour an marqueur de selection, ou gene 
marqueur de selection, on peut citer notamment un gSne conferant une resistance S un 
antibiotlque (Henrera-Estrella et al., 1983), ou une resistance d un herbicide (EP 242 246), 
15 ou encore; 

- le gene sul conferant la resistance d rherbicide sulfonamide Asulam (WO 
98/49316), 

- le gene nptll conferant la resistance a la kanamycine (Sevan ef a/., 1 983), ' | 

- le gene hph conferant la resistance d Phygromyclne (Herrera-Estrella et a/., 1983), 
20 - le gene bar conferant la tolerance au bialaphos (White ef al, . 1 990), . t 

- le gene EPSPS conferant la tolerance au glyphosate (US 5, 1 88,642). 

- le gene HPPD conferant la tolerance aux isoxazoles (WO 96/38567), 

- le gene de la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) qui detoxifie le 
chloramphenicol. 

25 Dans le cadre de I'invention, on utilisera preferentiellement le gene bar ou le gene 

nptll. 

Comme sequence codant pour un marqueur phenotypique, ou gene marqueur 
phenotypiqueutile comme marqueur de selection (ii) dans le precede selon i'invention, on 
peut citer les genes rapporteurs permettant une selection par un critere phenotypique, 
30 colorimetrique ou luminescent et facilement detectable, comme par exemple : 

- le gene codant pour Tenzyme p-glucuronidase (GUS) (Jefferson et a/., 1987), 

- le gene codant pour la proteineliuorescence'verte GFP qui permet de visualiser, 
sous UV, les cellules transformees (Chalfie et aL, 1994), ainsi que toutes les autres 
proteines fluorescentes derivees de la GFP, 

35 - le gene nptll qui, utilise a faible dose, inhibe la synth6se des chloroplastes, 

ou plus generalement tout gene permettant Texpression d'un pigment comme par 
exemple les genes intervenant dans la synthese des flavonoTdes (anthocyanes, 
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Lfola^n d.s o^nSales. C, .y^me rapporteur parme. rexprsssron da p«m«^ 
irr^ug. ,u vtote. dans «rta,ns .Issus .rans,or.*s. On peu. dter raxamp^ ^ 

5 arthooyan^ e. le g^ne P ln.«venan. dans la syn*^ des ph,<*apha„as (Grotewold a< 

,a s^^ce codan. pour un nra^uar de section (il, o^dassus. On£»^ 
avan-gausen^n, un pron».aur sp.*ua dun tissu ou d.n "'^J^-J^ 
raxprasslon da oa gina marquaur phinotypiqua (ii) par rapport a lexprassK,n du 
,0 Z3 ph«no Jua dW»n 0») da ,a .an.a u.««*e . ,..apa ,c, pour oro,sar ,a 

''"r:^r„"— ™ done un ays,.™ . deux con,posan.s, ,u, son. 

'^raZrZr^P-da.aucuna.ansposasaao.. 
16 un syst^n. Uansposon endogane. dans laqualla un construH, comjxanant oa^ 
d'ax^ssion du g.na (D a. calla du g.na marquaur da (»), peu. V ^ 

'""^■une dauxi^ma planta oontanan. dans son genome un g^a codan. pour ^ 
.ansposase aCva a„do,*na a. qu> as. dans un marquaur ph.no,yp«,ue d ax«s,on 

Dafa^pr~le,teplanteMonoco.ylMonaUansfonn«ase,on«nvemionna 
contlan. auoune Uansposasa aC^ *n qu'ayan, s,s«me .ransposon andoga,*^ Da 
(a^on pr4«,*a, ,a piante Monoco«l*done ..nsfonn^a pau. ^ una plar^a da mars, a. 

elie peut appartenir § : ' 
25 . la Iign6eA188 qui necontlentaucunetransposase active 

- una .ignee Ml sans aucune transposase active, issue du croisement des i,gnees 
A188 et B73. etfavorable ^ la formation de cals de type II tr^s r^generants 

. ou plus g^n^ralement toute autre lignee ne contenant aucune transposase act.ve. 
ParrTi les 616ments transposables selon I'invention. on peut utiliser par example des 
30 families de transposons mises en evidence chez les Monoootyledones. telles que : 

-|'6l§ment Dotted (Dt). mis en evidence Chez lemais _ _ 

- la famine d'6l6ments Muf«e-« mise en evidence chez te ma.s et le nz 

. ,a famine /^cf/vator^/ssoc/af/on me(Ao/Ds), mise en evidence chez le mats 
CMOIIer-Neumann a/.. 1984). Torge (Chernyshev et si. 1988). et le m.llet ( 
35 MacRaeefa/.. 1994) 
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- la famine CACTA like, mise en evidence chez le mais (Pereira et a/,, 1986) , le 
sorgho (Chopra etaL, 1999), I'orge (Chernyshev et aL, 1988), et le riz (Mototashi R. 
efaA, 1996) 

- la famine copia like, mise en Evidence chez I'orge (Mannimem etal., 1993) 

5 Selon un mode prefere de I'invention, le systeme d'elimination, de gdnes marqueurs 

est le systSme Ac/Ds de maTs. 

Les elements de la famille Activator/Dissociation (Ac/Ds) font partie des elements 
transposables de type II, et se composent ainsi principalement de deux domaines : 

- un gene qui code pour la prot§ine necessaire ^ la mobility des copies, la 
10 transposase. 

- deux extremites temninales inversees et r6p6t6es nommees ITR (Inverted Terminal 
Repeat). Les ITR et certaines sequences flanquantes semblent servir de repSres pour 
diriger Taction de la transposase. 

L'6lement D$ est un 6l6ment Ac qui a sub! d'Importantes mutations ou d6l6tlons dans la 
15 sequence codant pour la transposase. II ne peut s'exciser de son site d'insertion qu'en 

presence d'une source de transposase active Aa II est done Ac-dependant. 

Par extension on peut appeler un eldment Ds tout element composd de deux ITR 

entourant n'importe quelle sequence interne dont la taille est inferieure d celle de 

TelSment autonome. • 
20 Selon la pr6sente invention, le construit d'ADN utilise a T^tape (a) comprend uhe 

cassette d'expression du gene d'interet (i) et une cassette d'expression du gdne marqueur 

de selection (ii). 

Le gdne marqueur d Sliminer (ii) est intdgrS entre deux bordures provenant des 
extr6mit§s d'un element Ac et contenant les sequences n§cessaires d la transposition. Le 
25 tout est insert dans TADN-T qui porte ainsi un element transposon defectif de type Ds 
contenant le gene de selection. Get element est nomm6 Ds:;M (M pour Marqueur de 
s6lection ou Marqueur phenotypique). 

Le gSne d'interet est quant a lui sur I'ADN-T et en dehors de I'element transposable 
Ds::IVI. 

30 Selon la presents invention, les sequences nucleotidiques dintdret (i) peuvent etre 

toutes les sequences d'acides nucleiques permettant de donner ou am^liorer un trait de 
caractere interessant chez la plante transgenique resultante. Par exemple, la sequence 
d'acide nucleique peut coder pour des proteines ou des transcrits ARN antisens qui 
peuvent permettre d'amdiiorer des valeurs nutritionnelles, le rendement, la resistance aux 

35 pathogenes, aux maladies, a la secheresse.... De tels genes sont notamment d^crits 
dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. 
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,u.ou«, 8 Jqu. pour £^«r des .u.an,s as.,* nde„«ca«on, .ar,u^ 

d6crits dans Weising et si, 1995. 
5 Se-oo . pr^nte ,nvan,„n, Wde ™**e d«*r« (i, es. 

oon*^,on d'addes nu*iquas, appetee cassena d'expression du gene d*rat,^ 
,1, de manl^re cperattonnelle . des — perme«an. eon exp,essK>n e, 

"~rrro:peu.o«eMesp™.o.eu.,,esac^^ 

*Tar:p— de^nsc,,p«onpouvaM*eu«,^,onpeo.c»e,no.^ 
des promoteurs constMHs, des p™moteu,s sp^olfiques de Ussus ou tfo^anes, a,ns, que 
des promoteute spSofflques du d4veloppemenl. 

pe maniere generate, on u.i«se. „«i«n«el,emen. un p™n,o.eur o^^^J^ 
15 p^moteur pAC 1 du gene Ac. 1 de dz contenu dans ,e p.asmlde ^'f^^ 
a/ 1991) ou le promoteur p35S (Ka, ef a-„ 1987), ou un promoleur tssu sp4<*,ue 
oo^me ,e promoteur HMV« de W ou forge, ou enco« to promoteur pCRU du gene ^ 
,a crudfertne de ..dls, qui pem,-ten. te«e .rol. une expression de ,a P-*- ^ 
. dans ies gr^nes (Roberts e, a,,, 1989 ; And««n O.D. e, 1989 ; Dep,gn,.Th,s e< a/., 

'''"□•auU.a «*raente tls qu, le, In^rons, enhanoers, .^uenoes de polyad^nyiaUon et 
d^hv^es, peuvent 4galeme,« are priserts dans la s4quenc» nuciaque dWeret pour 
aroSilorer I'expcesslon ou le fonotionnement du gine transtormant. 
De maniSre avanUgeuse, la cassette d'expresslon peut auss| contenir des sequences 5 
25 m.nt^duitesdHes'leader'.DetenessSquenoespeuventam^llorerlatraduct.on. 

Parmi les tem-inateurs uSIisables dans ies consm-ctions de i'lnvenfon, on peut oner 

: ,e terminateur Nos correspondent . la region 3' ncn-codante du g^e e la 
nopallne synthase du plasmlde Ti 4Ag^erlun. Wmefeoiens (Dep,cker e. el., miy 
U Lse«e d'expreseion du gSne dW^r^t (1) est Ins6r4e dans un vecteur 
30 nucl6o.ldique,.el qu'un plasmlde, q« comp^nd en outre la cassette d'expression du gene 

marqueur (ii) insert entre deux ITR. 
■ -- -%aon la pr^sente invenson, la casseUe a^ressTon du g^e marq^ur (,,) 

oomprend fadde nudeique cedent pour ie marqueur de s^Cton - ~ 

oh*notypique flanque des itements nScessairas i son exp,ess,on, notamn»nt les 
35 prrr les actlteurs et tes te™,inateurs de transcription, tel. que d^ d^sus. 
' ' tel' un mode da *a,lsat,on du precede dlr^entlon. ^ cellU« ^ ^ 

trar^ferm^es par un vecteur tel que de« pci^mment, trans«r4 dans un hot. 
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cellulaire susceptible d'infecter lesdites cellules vegetales en permettant I'integration dans 
le genonne de ces dernieres, des sequences nucleotldiques d'interet initialement 
contenues dans le genome du vecteur susmentionne. Avantageusement, Thote cellulaire 
utilis6 est une souche bacterienne, telle que Agrobacterium tumefaciens, notamment 
5 selon la methode d^crite dans Tarticle d'An et ai, (1986), ou encore Agrobacterium 
rhizogenes, notamment seion la methode decrite dans Tarticle de Guerche ef ai, (1987). 

Par exemple, la transformation des cellules vegetates peut etre realisee par le 
transfert de la region T du plasmide circulaire extra chromosomique indicateur de tumeurs 
Ti 6' Agrobacterium tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (V\feitson et al,, 1994). 

10 Pour ce faire, deux vecteurs sent construits. Dans I'un de ces vecteurs, la r6gion T a et6 
eliminee par delation, a Texception des bordures gauche et droite, un gdne marqueur 
etant ins§rS entre eux pour permettre la selection dans les cellules de plantes. L'autre 
partenaire du systdme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a plus 
de region T mais qui contient toujours les genes de virulence vir, necessaire d la 

15 transfomnation de la cellule vdg§tale. 

Selon un mode prSfdr§, on peut utiliser la mdthode ddcrite par Ishida ef ai {^9^6), 
pour la transformation des MonocotylSdones. 

. On peut citer aussi d'autres modes de rdalisation du proced6 de i'inventipn. 
notamment les m§thodes de transfert direct de gdnes aux cellules v6g§tales telies qu§ la . 

20 microinjection direcles dans des embryoVdes de plante (Neuhaus et ai, 1987), rinfiltratjon 
in planta des inflorescences (Bechtold et al, 1993) ou I'dlectroporation de protoplastes 
(Chupeau ef ai , 1989) ou encore la precipitation directe au moyen de PEG de 
protoplastes (Schocher ef a/.. 1986) ou le bombardement de cals ou d'embryons par 
canon de particules re'couvertes de TADN plasmidique d'interet (Fromm M. ef a/., 1990), 

25 Selon un autre protocole, la transformation est realisee selon la methode decrite par 

Finer et ai (1992), utilisant le canon d particules de tungstene ou avantageusement d'or, 
sur des cals ou des embryons. 

La selection ^ i'etape (b) des cellules de plantes transformees peut etre effectuee 
sur milieu s6lectif ou par simple observation visuelle dans le cas de I'utilisation d'un g6ne 

30 marqueur ph6notypique. 

Le croisement de I'etape (c) s'effectue entre la plante transformee et une autre 
plante, ayant"une"'trahsposase active endog§ne et qui est au" milieu ciW marqueur 
phenotypique d'excision (iii), pour obtenir une F1 ou tout autre individu de generation 
ulterieure selon les techniques connues de Thomme du metier. L'autre plante est 

35 preferentiellement une lignee elite a caracteres agronomiques tf interet. 

Selon la presente invention, on entend par transposase active endogene une 
transposase active obtenue de fagon non transgenique. 



-I ar rlftpftt 

8 



Selon la pr^ente invention, la plante transformee et identifiee est crolsee a I'etape 
(c) avec une autre plante appartenant a une Iign6e contenant dans son genome un gene, 
codant pour une transposase active endogene. et qui se trouve ins^ree dans un marqueur 

ph§notypique d'excision (iii). 

5 Les transposons ont tendance a se methyler au cours des generations, en 

parliculier chez le ma7s. plus aucun transcrit rfest alors detectable. La phase active du 
transposon correspond done a un 6tat de faible m6thylation qui permet la transcnption 
normale du gene. En associant au transposon un marqueur phenotypique d'excsion on 
peut visualiser les cellules dans lesquelles il y a eu transposition et quantifier le niveau 

10 d'activit6 du transposon dans I'organisme et ainsi visualiser la production de transposase. 
Le transposon est gen^ralement ins6re entre le promoteur et la partie codante du 
marqueur phenotypique d'excision. rendant impossible son expression. Lorsque le 
transposon exprime la transposase. il peut s'exciser du g6ne dans lequel il 6tait insere. ce 
qui restaurs I'activite du gene. On peut ainsi visualiser par analyse phenotypique les 

15 cellules dans lesquelles .il y a eu production de la transposase susceptible rfexcser 
l*6lement Ds::M. 

Par « marqueur ph6notypique d'excision » (ill), on entend tout g6ne codant pour un 
pigment ou tout autre g6ne permettant de suivre revolution de I'excision de l'6iement Ac. 
A titre d'exemple un marqueur ph6notypique d'excision peut etre tout g^ne dont une 
20 mutation donne un phenotype visible sur la graine ou la plante ou une partie de la plante 
• par exemple des g^nes intervenant dans la voie biochimique des anthocyanes ou des 
phlobaphenes. On peut ctter les g^nes constitutife A1. A2. 02. Bzlou Bz2 et les genes 
regulateurs 01. Vpl. Pi. PI et R1. Selon la pr^sente invention I'allfele pref^rentiel peut etre 
l-allele R-nj qui est un marqueur ph6notypique endogfene de la famille R1 present dans 
25 certaines lignees de mats. L'allele R-nj::transposon est porteur d'un element Ac actrf. la 
region chromosomique a laquelle appartient R-nj etant particulierement hypomethylee 
(Brink et a/.. 1973). Lorsque I'Ac se transpose- hors du gene R-nj. ce dernier redev.ent 
generalement foncUonnel. ce qui se traduit par la production de secteurs anthocyanes 
violet de type "navajo" visibles sur la couronne de la graine. dont I'embryon. Ce 
30 phenotype vari6gue est un bon moyen pour evaluer et localiser des evenements pour 
lesquels il y a eu production de transposase. En outre, il permet de verifier I'activite du 
• transpoibn au- cours des generations et de suivre la transposase au fii des cro.sements. 

A titre d'exemple de iign6es utilisables ^i I'etape (c) contenant dans son genome un 
gene codant pour une transposase active endogene. et qui se trouve Ins6ree dans un 
35 marqueur phenotypique d'excision. on peut citer les lignees : 

-W22/R-nj::Ac. lignee homozygote pour I'ailele R-nj : :Ac issue de graines provenant 
du Stock Oenter (http://www.agron.missouri.edu/). 
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-A188/R-nj::Ac, lignee homozygote pour Tallele R-nj : :Ac introgresse dans le fond 
g6netiquede A188. 

-Hill/R-nj::Ac lignee homozygote pour I'allele R-nj : :Ac introgresse dans le fond 
genetique de Hill. 

5 -W23/P-VV, Iign6e homozygote pour Tailzie P-w issue de graines provenant du 

Stock Center. Un 6l6ment Ac est insere dans I'allele P-rr. 

-ou plus generalement toute lignee poss§dant un transposon actif insure dans un 
gene S phenotype visible et possedant le genotype necessaire a son expression. 

L'allele porteur de TelSment Ac. blen qu'instable peut-etre transf^re d d'autres 
10 lign^es par plusieurs croisements. li suffit de verifier avant I'lntrogression que la lignee 
rSceptrice possede blen la totallte des alleles necessaires a {'expression du phenotype. 
Dans le cas de Tailzie R-nj::Ac. las alleles A1, A2, Bz1, Bz2 et C1 doivent §tre presents ou 
peuvent §tre Introgressds. 

La selection, a I'^tape (d), des individus qui portent le gSne d'interet (i) sans 
1 5 sequence auxlliaire Strangdre peut etre r§alisee sur des plantes F1 , ou des plantes F2,.pu 
des cals issus d'embryons F1. La selection des individus peut §tre appr6ciSe par des 
techniques connues de Thomme du metier comme les techniques de PGR et de Southern, 
ou d'observations phenotypiques. II est done effectug par exemple une identification des 
§v6nements transformds ayant intdgr6 dans leur genome TADN-T porteur du gdne 
20 marqueur de selection (ii). et une selection des evenements monocopie en particulier. II 
est possible d'effectuer une selection des plantes F1 resistantes pour rechercher des 
excisions somatiques, et une analyse des plantes F2 sensibles pour d§tecter 
d'eventuelies excisions germinates. 

La presente invention conceme ^galement une methode d'obtention d'une plante 
25 MonocotyI6done transg6nique contenant un gene d'interet sans sequence auxiliaire 
etrangdres dans laquelle la selection a Tetape (d) des individus se fait par voie 
reproductive et comprend les etapes suivantes : 

- selection des grains F1 variegues ; 

- selection des evenements d*excision somatique de Telement DS : :M par 
30 technique PGR ; 

- selection des 6venements d'excision germinate de Telement Ds : :M par technique 
PGR;" • 

- obtention de semis de plantes F2 a partir de ces evenements. 

Ainsi selon la presente invention la selection des individus porteurs du gene d'interet 
35 (i) sans sequence auxiliaire etrangere peut etre issue d'une analyse de la variegation de 
Tailele marqueur d'excision du transposon, sur les 6pis F1 , 
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EntTB egalement dans le cadre de l'invention une methode d'obtention d'une plante 
Monocotyledone transgenlque contenant un gene d'interet (i) sans sequence auxil,a.re 
etrang^re dans laquelle la selection des individus. a I'etape (d). se fait par vole vegetat.ve 
et comprend tes etapes suivantes : 
5 - production de cals ^ partir d'embryons immatures F1 

- selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et I'6l6ment Ds : :M 

- multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de I'^l^ment Ds : :M 

- regeneration de plantes F1 a partir de ces secteurs d'excision. 

Selon la pr^sente Invention, des plantes F1 peuvent Stre obtenues directement par 
10 regeneration ^ partir de cals seledionn^s ^ I'etape (d). par la vole de culture in vrtm 

d'embryons immatures d'epis F1 . 

L'invention a ^galement pour objet les plantes Monocotytedones transg6n.ques ou 
parties de plantes. telles que cellules ou cals. contenant un g^ne d'lnter^t sans 
sequences auxiliaires et susceptibles d'etre obtenues par I'une des methodes 

15 precedemment decrites. 

Les plantes Monocotyladones hybrides. caract6risees en ce qu'elles sent obtenues 
par le croisement des plantes obtenues par les procedes decrits ci-dessus. font auss. 

partie de l'invention. 

L'invention concerne en particulier les plantes de maTs. 
20 L'invention comprend aussi une methode de selection sur cals des ev6nements 

presentant une excision de I'eiement Ds : :M pour I'obtention de plantes transgen.ques 
contenant un gSne tfinterit (i) sans sequence auxlliaire etrangere. comprenant les 
etapes: 

- production de cals S partir d'embryons immatures F1 

25 - selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et I'eiement Ds : :M 

- multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de I'eiement Ds : M 
. regeneration de plantes F1 S partir de ces secteurs d'excision. 

La formation de cal est due S une proliferation cellulaire. c'est ^ dire un amas de 
cellules indifferenciees et rejuvenilisees qui pourront donner naissance ^ des embryons 
30 bipolaires. Ces embryons bipolaires peuvent. sous certaines conditions connues de 
rhomme de I'art. se comporter comma des embryons zygotiques - issus de la -fecondation 
entre une cellule sexuelle-lemiile et une cellule sexuelle male - et donner une plante. 

Lors des divisions cellulaires qui ont lieu durant de la croissance du cal. un certain 
nombre d'evenements d'excision du transposon Ds:;M vont avoir lieu. Le cal a.nsl 
35 constitue est done chimerique et contient des secteurs de cellules possedant le Ds::M et 
des secteurs de cellules ne possedant plus le Ds::Wl. 
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Le g§ne marqueur phenotypique permet d'identifier les cellules transformees au 
cours des processus de transgen^se qui possddent un phenotype pouvant s'exprimer 
dans le cal. 

Alternativement, cette methode peut egalement servir a reconnaTtre les cellules 
5 dans lesquelles le gene marqueur phenotypique (iii) ne s'exprime plus, soit ^ cause d'une 
extinction du g6ne, soit S cause de I'excision du g^ne. On cholsira prdfSrentlellement un 
gene marqueur phenotypique de type GFP, anthocyanes ou tout autre gdne marqueur d 
expression colorim6trique. On peut 6galement utiliser le gfene nptll qui inhlbe la synthfese 
des chloroplastes. 

10 L'invention conceme aussi un vecteur comprenant deux cassettes d'expression 

comme dicrites pr6c6demment. 

Entre 6galement dans le cadre de l'invention une cellule hdte comprenant un 
vecteur tei que dSfini prec6demment 

L'invention a 6galement pour objet une cellule de plante, ou un clone d'une telle 
15 cellule, transfomiee par un vecteur comme d§crlt pr6c6demment 

La presente invention peut egalement s'appliquer a d'autres plantes, notamment 
Monocotyl^dones, qui poss^dent: ;» 

- un syst6me transposon comme dScrIt pr6c6demment, et 

- un systdme marqueur phenotypique ; par exemple de type anthocyane, retrouHje 
20 Chez les Poaceae (maYs, sorgho, bl6, avoine, riz), 

qui sont les deux composantes essentielles du precede seion l'invention. 
Parmi les rnonocotyl6dones qui peuvent Egalement ^tre obtenues selon le meme 
protocole, on peut citer par exemple ; Sorghum bicolor (sorgho), Hordeum vulgare (orge). 
.Triticum eastivum (bl6), Oriza sativa (riz). Pennisetum glaucum (millet). 

25 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure n»1 : schema des deux composantes du systeme : le Ds : :M S eliminer et 
la source de transposase. 
30 Figure n'2 : cartes de restriction des plasmldes pBios340-nptll et pBios342-bar, 

derives du plasmide pSB12. 

Figure n'3: schema des deux voles-possibles, pour obtenir des plantes 

transgSniques sans g6ne marqueur de selection. 

Figure n'4 : observation de I'excision gemilnale 

35 

EXEMPLES 
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Exemple 1. nnwinn H>una lior^ ^ i^^ An inactivP transform^e avec I'el^ment 
Ds::M de facyon stable 

5 L....ent')JcSLa^^^^^^^^^^ construits Ds : :M est .'Ac ins.r. dans ,e 

locuspdecheltefa/.. 1989)identiqueal'Ac9dug6newaxy (Fedoroffefa/. 1983). 

Les pieds du Ds::M ont ensuite et§ construits par deletions internes de I'Ac. Leurs tallies 

sont: - 337 pb pour exfremit6 3' Ac 

-404 pb pour exlr§mit6 5* Ac 
10 L'exemple propos6 dans cette invention traite de deux vecteurs qui pr6sentent un 

polylinker dans un construit d'ADN. permettant ainsi d'amener un gene d'interSt par 

clonage. 

Les transfonnations des plantes ont 6t6 effectu6es avec deux vecteurs pBios340 
et pBios342. decrits ci-dessous. issus du m§me vecteur de depart pSB12 (Japan 
15 Tobacco. EP 672 752), contenant les deux bordures LB etRB. 

A I'int^rieur de l'6lement Ds. un gfene marqueur de selection (MS) a 6te introduit sous 
controle du promoteur du g6ne actine 1 de riz. suivl du premier intron actine de riz (Mc 
EIroy efa/.. 1991). 

20 a) Ds : :npt II (pBios340) 

Le plasmide pBios340 contient un ADN-T constitue des bordures de pSB12. de 
I'extrimit^ 5" de Celement Ac, le promoteur et le premier intron du g6ne Actine 1 de riz. le 
cadre de lecture ouvert npt II (Bevan et ai, 1983). le terminateur Nos (du g^ne qui code 
pour la nopaline synthase isol6 chez Agrobactehum tumefaciens) et iWmite 3' de 

25 I'elementAc. 

Le Ds : :npt II un© taille de 3428 pb (fiqure n°2). 

b) Ds : -.bar (pBios342) 
Le plasmide pBios342 a la meme organisation que pBios340 et possede le cadre de 
30 lecture ouverte bar (Whrte et a/.. 1990). d la place du cadre de lecture ouverte npt II 
(figure n'2). 

LeDs: :bar a une taille de 3173 pb. „ 

Pour simplifier. la cassette d 'expression promoteur - intron actine - cadre de 
lecture ouverte npt II ou bar-temiinateur.Nos sera consid6r6 comme un g^ne fondionnel 
35 npt II ou bar. 



1.2 Transformation du maTs et regeneration 
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a) choix d'une lign^e ne possedant aucune transposase Ac active 
Les lignees, qui peuvent etre utilisees, doivent preferentiellement ne comporter 
aucune transposase active pour que TADN-T soit stable dans la plante transformee, at 
avoir une bonne aptitude a la transformation par Agrobacterium tumefaciens, 
5 On utilise ainsi la lignee A188, qui est une lignee de I'espece Zea mays subsp 

mays, 

Afin d'evaluer ractivit§ des transposases endogdnes, Tetat de methylation des 
6l6ments Ac est analyse. 

UADN de chaque plante a et6 diger6 par les endonucleases Bglll et Pvull 
1 0 s6par6ment, puis par un melange de ces deux enzymes. 

Pvull est une enzyme sensible S la m§thylation. Une fois que le r6sidu Cytosine de 
son site spfecifique de coupure est methyle (5'-C-A-G-'"C-T-G-3'), Tenzyme ne peut plus 
couper la sequence. Cette enzyme pemiet de rev6ler un etat de mfethylation de la 
sequence. Elle possede seulement deux sites de coupures dans la sequence de Telerrjent 
15 Ac qui appartiennent tous deux a deux r6gions riches en dinucleotides CpG. Ces Tl<?ts 
sont sensibles a la m6thylation chez les plantes. Le fragment Pvull-Pvull de Ac fait 2524 
Pb/ • ^ J 

Bglll est une endonuctease qui ne poss6de aucun site a rint6rieur de r6l§ment Ac 
maisassez frequent dans le genome du mars. / 
20 Les produits de digestion d'ADN g6nomique ont 6t§ separes par electrophorSse en 

gel d'agarose et transferes sur membranes nylon. 

Une sonde SAc de 1605 pb a 6te obtenue par digestion de I'el6ment Ac par 
rendonuclease Hindlll. Ce fragment Hindlll-Hindlll conrespond a une parte interne de 
r^lement Ac et ne peut done pas s*hybrider sur les elements Ds trop delet6a-par rapport d 

25 Ac et ne possedant plus cette partie d'Ac. L'hybridation est done Iimit6e aux"lii§ments 
transposables et/ou aux sequences pr^sentant une bonne homologie avec r§Iement Ac. 
Cette sonde provient d'un plasmide qui contient I'element autonome Ac9 initialement 
insere dans le locus p du mais. Les fragments de 1605 pb ont ete extraits du gel 
d'agarose apr§s digestion et migration, lis ont ensuite ete purifiis avant d'etre hybrides 

30 sur les membranes nylon. 

Seules des bandes de tallies superieures a 8 kb sont presentes en haut de chaque 
piste pour les 'ech'anlillohs^d'ADN de A188 et d'une lignee elite digefes"*prPvuir et 
Bgltl/Pvull ; aucune bande de taille proche de 2,5 kb n'est visible. Ce profil de digestion 
montre que TADN genomique a 6te partiellement dig§re par Pvull. Uabsence de cette 

35 bande de 2524 pb dans les plantes A188 peut §tre due a un etat de methylation des 
transposases Ac qui seraient done inactives ou blen d I'absence de copie complete d'un 
element Ac dans ces fonds gSn§tiques. 
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En outre la lignee A188 contient tous les genes constifutifs necessaires (A1, A2, 
Bz1, Bz2, C2) et les alfeles recessifs des genes r§gulateurs de la voie de synthese des 
anthocyanes (r-r,C1,pl). Elle n'exprime done aucun pigment de type anthocyane, sauf 
dans les anthSres de la gaine des feuilles qui peut parfois §tre rouge. C'est done une 
5 iign§e r6ceptrice int6ressante pour I'expression du marqueur anthocyane apr§s 
crolsement. 

b) transfomiation par Agrobacterium et r6g6n§ration 

La technique de transformation utilisee est celle d^crite par Ishida et al., 1996. 

10 Agrobacterium tumefaciens a et^ utilise, notamment d partir d'embryons Immatures de 10 
jours aprds la fecondation. Tous les milieux utilises sont donn6s dans ia reference cit6e. 
La transformation debute avec une phase de co-culture oii les embryons immatures des 
plantes de mafs sont mis en contact pendant au moins 5 jours avec une souche 
d'Agixjbat^erium tumefaciens, comme LBA 4404 (Ooms et al., 1981) ou autre EHA 101 

15 (Hood etel., 1986), EHA105 ( Hood et a/.,1993), AGL1 (Lazo et a!., 1991) contenant les 
vecteure superbinaires. Le plasmide superbinaire est le resultat d'une recomblnaison 
homologue ©ntre un vecteur intennediaire porteur de I'ADN-T contenant le gene d'int6ret 
et/ou le marqueur de selection derive des plasmldes decrits dans les exempies 
precedents, et le vecteur pSB1 de Japan Tobacco (EP 672 752) qui contient : les g6nes 

20 virB et virG du plasmide pTiBo542 present dans la souche supervirulente A281 
d'Agrobacterium tumefaciens (ATCC 37349) et une region homologue retrouvee dans le 
vecteur intennediaire permettant cette recomblnaison homologue. Les embryons sont 
ensuite places sur milieu LSAs pendant 3 jours a I'obscurite et a Une premiere 
selection est effectu^e sur les cals transform^s : les cals embryogdnes sont transforms sur 

25 milieu LSD5 contenant de la phosphinotricine a 5 mg/l et de la c6fotaxime a 250 mg/l 
(elimination ou limitation de la contamination <paT Agrobacterium tumefaciens). Cette 6tape 
est men§e 2 semaines ^ I'obscurite et a 25°C. La deuxi§me etape de selection est 
realisee par transfert des embryons qui se sont d6veloppes sur milieu LSD5, sur milieu 
LSD10 (phosphinotricine d 10 mg/l) en presence de cefotaxime, pendant 3 semaines 

30 dans les m§mes conditions que precedemment. La troisidme etape de selection consiste 
S exdser les cals de type I (fragments de 1 S 2 mm) et S les transferer 3 semaines a 
i'ol)scuriteetT25'C sur milieuLSD 10 eh presence de cefofaxjiiTe: 

La regeneration des plantules est effectuee en excisant les cals de type I qui ont 
prclifere et en les transferant sur milieu LSZ en presence de phosphinotricine a 5 mg/l et 

35 de cefotaxime pendant 2 semaines i 22'C et sous lumiere continue. 

Les plantules ayant regenere sont transferees sur milieu RM + G2 contenant 100mg/l 
de cefotaxime pendant 2 semaines a 22'C et sous illumination continue pour I'etape de 
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developpement, Les plantes obtenues sont alors transferees au phytotron en vue de leur 
acclimatation en serre. 

1 .3 Selection de transformants resistants et analyse moleculaire 
5 a) selection sur milieu s6lectlf 

Selection des ev6nements de transformation resistants au qlufosinate (Ds : :bar) 
Plusieurs milieux seleotifs, le milieu dinitiation de cals, de maturation, et de regeneration 
permettent d'eliminer efficacement les. §venements non transform^s sensibles a I'agent 
s§lectif. Seuls les cals transformes sont r6gen6res et peuvent donner des plantules. Afin 

10 d'eliminer les plantules issues d'un echappement 6ventuel et qui se sont developpees au 
voisinage de plantes resistantes (le gene bar produit une protSine qui permet i la plante 
de d§toxifier le glufosinate), un badigeonnage est rSalisS sur une partie d'une feuille de la 
plante (Leaf painting . assay) au stade six feuilles avec une solution contenant du 
glufosinate (Basta 0,5 % (v/v)). La feuille sensible pr^sente, une semaine plus tard. un 

15 dess§chement caract^ristique. 

Selection des 6v6nements de transfomnation resistants a la kanamvcine fPs : :nptin 

La selection des ^v^nements de transfbnnation a §t6 r§alis§e sur des miljpux 
contenant diffSrentes concentrations de kanamycine ou de genSticine. 
Un test de rep6rage des plantes transform6es en serre a egalement §t6 mis en plaice. 

20 Quelques gouttes d'une solution de kanamycine (500 mg/l) et de Tween 20 (0,1 % (p/v)) 
sont d6posees dans le comet que ferment les feuilles des jeunes plantes (stade Srols 
feuilles, environ deux d trois semaines). Les feuilles des plantes sensibles pr^sentent en 
grandissant des secteurs blanchis li Tendroit oCi elles ont et6 en contact avec la solution. 
Ce test est non destructif et pemiet de rdcupSrer les plantes sensibles. 

25 

b) analyse mol6culaire 
Les plantes regenerees sont analys^es par PGR et par Southern blot afin 
d'eliminer les echappements et d'identifier les ev§nements de transformation monocopies 
qui seront utilis6es dans cette invention de fa?on pref6rentieile. Ces plantes ayant integr6 
30 TADN-T dans leur genome sont les transfonnants primaires TO. La technique d'analyse 
utllisee est deriv6e de celle decrite par Southern (1976). 

Identification par PGR 

Des PGR ont 6t§ r6alisees sur de TADN extrait de ces plantes, afin de verifier que 
35 les plantes resistantes aux agents s6lectifs ont bien integre dans leur g6nomfe TADN-T et 
qu'il nV a pas eu de transposition du Ds::M, 
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U couple d W^oUdes EM13.EM14 (8EQ ,D „-1 - SEQ ,D n-2, .r^r. unf^^M 

D.:Mestiou^ur, ins*,* dans son s«.«^^^ 

U couple tfollgonud^otides ActinM^ctinC (SEQ ID n 3 SEU lu 

fragmentde llntron actinep,*sen.dans le Ds::MS dom^taille 

J ^vinements de tranafermation seleclionn^s sur n,l,ieu s^lecUf. pos,t.ls » ' Pt^" »^ 

"LTl.1.Ac«n.e.n^a*»laPCRaveclecoup.EM13«14o.^ 

• » ■ nartiP de TADN-T contenant I'element Ds::Wl qui est resie 
dans leur genome au moms une partie de i mun i w i 

dans son site d'insertlon initial. 

^^--^^^^.^.^ a. I... ^ ^ 
— a^ded—^^^^^^^ 



Actine. 



20 



25 



30 



35 



L.ADN daa plan.es pos«»as , ^ ^ .•endonuC.ase NoO ,u, ne «upe 
<,u.una sau^ fcla dana mDN de .ransfert i l«rteur du cadre d. ^cmre 

Ap^s *c.opho^se. des tt»»ferts ont «4 efbCuis e. les membranes 
resultantesontetihybridaassuccesslvementavecles sondes auwantes. 

Pou" as plantea Ds : :bar, des sondes Bar (9*ne Ba, d^ par Sma,, nommee S006,. 

!:rrrrre.np.l,son.<...sperPC..panlrd.^^^^^^ 
*o..se.on^m«hodesconnuesderhommedum*r(d.«eauann2 

Ues sondes Bar. npt II et Intron AcUne permanent d'est,mer le nombre de cop.es 
.AONrrns^,.lna^d^^i^nome.LasondaS.NospermaUeme*ee^^^^^^^^^ 

une exdslon polenUe,^ * .•.l.men. Ds de rADN-T. Ces trois -aes pem^en, done de 
d«enn^er les plantea poss^n. une seule cople de I'ADN de -^-^ ^^'^ 

Pour DS : .bar, lorsque I'lnsenion de rADN-T est unique, un (ragment^t rev^te 
pour cbale dea ^la -soridS: Pa plus s, le Ds .est pas e.cls*, la tallle des-^agma« 
d'ADN rev*l*a par les deux sondes Bar at 5'Nos est le mSme 

Pour DS : :nptll, lorsque nnsenion de VADN-T est unMua, un fragmem ^r*«^ 
pour Jsondas 5'Nos s. Int^n Actine, et deux fragment son. r*v4l«s par la so^ npUL 
ZZT^ OS n'es. pas excis*, run de ces deux fragments as. *ga,emen. r.v«* par la 
sonde 5'Nos et I'autre par la sonde Intron Actine. 
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Selon llnvention, les plantes choisies pour les croisements avec la source de 
transposase sent preferentiellement les plantes Issues des 6v6nements de transformation 
monocopies, 

5 

EKemple 2. Croisement avec une llgnee R-ni::Ac D0ss6dant la transposase Ac 
ins6ree dans un a6ne maroueur phenotvpique 

2.1 Source de transposase R-nj::Ac 
10 La lignee W22/R-nj::Ac contient les genes constitutifs C2, A1, A2 et les gfenes 

r6gulateurs C1, pi, B-b. Cette lignee porte done tous les facteurs requis pour la 
pigmentation violette dans raleurone (Identifide comme nomiale). Cette Iign6e poss6de 
en plus Tailzie Instable R-nj::Ac cr6e par translocation de chromosome par Dellaporta et 
al. en 1988. 

15 Cette lignee homozygote pour i'all6le R-nj::Ac et utilis§e id est issue de graipes 

provenant du Stock Center (http://www.agron.missouri.edu/) et est nomm6e As. Les 
graines presentent des secteurs colores plus ou moins grands correspondent aux cellyjes 
dans lesquelles TAc s'est excis§ de Tailzie R-nj. 

Des analyses moteculaires ont 6t§ reallsfees sur de TADN extralt de feuille^yde 

20 plantes As homozygotes pour i'allele R-nj : :Ac, afin d'evaluer Tactivite de I'element • Ac 
ins6r6 dans le g6ne R-nj. Cette 6tude de I'Stat de m6thylation des Ac presents dan&.les 
Iign6es As a et6 r6alis6e comme pour les llgn§es A188 et les llgnSes §lites qui servent S 
la transformation et a rintrogression des genes d'interets. De nombreuses bandes de 
tallies sup6rieures a 8 kb sont pr§sentes en haut de-chaque piste de tous les echantillons. 

25 Elles correspondent d de TADN non dig6r6 ou partTeilement dig6r6. Cependant la 
presence d'une bande de 2.5 kb Issue de la digestion par Pvull, une enzyme sensible S la 
methylation, indique qu'au moins une copie de r6l6ment Ac est non m6thyl6e dans le 
g§nome de cette lignee As. 

30 2.2 Introgression de Tailzie R-nj : :Ac dans d'autres lignees 

U61ement R-nj : :Ac peut §tre avantageusement lntrogress6 dans des Iign6es 

connues pour dtre favorables d la r6g6n6ratioi^ de-calSrComme la lignee A188 ( Walbot et 

aL, 1994; ou la lignee Hill. L'6l6ment R-nj : :Ac peut etre 6galement introgress6 dans des 

Iign6es §lites. utilisees pour rintrogression des g§nes d'int6r§ts. 
35 Pour verifier I'activitd de r6l6ment Ac au cours des g6n6ratlons, une analyse 

phenotypique a et6 effectu6e sur les graines des epis issus de ces croisements. Les epis 

obtenus par ces croisements pr6sentent des graines vari6gu6es. 
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Les resultats des croisements entre la lignee As et les lignees elites, ou A188 et M1 
montrent que te gene R-nj peut s'exprimer dans d'autres fonds genetiques, soit par la 
presence des genes constitutifs necessaires a I'expression du phenotype dans ces 
llgnSes (comme c'est le cas pour A188). soit parce qu'ils sont apportes dans la cellule par 
5 lalign^eAs. 

a variegation observee sur les graines suggerent que I'Ac est toujours actif dans 
cette generation puisqu'il transpose hors de I'allele R-nj dans certaines parties des 
graines issues de ces croisements. 

De multiples introgressions realis6es dans les lignees A188 et Hill et dans une 
0 lignee me Qusqu'a 3 croisements dans la lign6e. ce qui correspond a environ 93 % de 
A188 et 7% de W22) ont pemiis de confimier ces resultats. Des lignees homozygotes 
pour I'allele R-nj : -.Ac ont done et6 realis6es par autofecondations. 

2.3 croisements 

5 La fecondation est realisee manuellement par une technique connue de Thomme de 

I'art par le depot du pollen de la source de transposase As sur les soies des 
transformants. de preference dans le sens plante mSle poss^dant la transposase dans la 
plante femelle contenant r6l6ment Ds : :M. 

Une partle de r6pi est parfbis pr6lev§e afin d'en extraire des embryons immatures 
>0 destines e des protocoles de biologie cellulaire comme la recuperation d'embryons ou la 
callogenese. La section ooup6e est pref6rentiellement recouverte d'un fbngicide afin 
d'eviter les pourritures et les bacteries. 

Les embryons pr6leves 10 a 15 jours aprfes fScondation sont poses, partie bombfee 
vers le haut sur 25 ml du milieu de regeneration RM+ (Ishida et al. 1996; Negrotto et ai. 
25 2000 ) Les boTtes sont ensuite placees dans une chambre de culture a photoperiode 
reguiee (16 h jour - 8 h nuit) et ^ temperature constante (23X). Les piantules sont 
ensuite acclimatees au phytotron au bout de 10 - 15 jours apres mise en culture et ayant 
d'etre transferees en serre. 
30 3. selection dep Avenements p r6fientant une excision de I'ei6ment Ds;;WIS , 

Les etudes moieculaires. decrite8_e_i;exemple 1.3. ont permis I'identification d'un 
■ evenement de transformation monocopie Ds::nptll et d'un evenement monocopie Ds::bar 
utilises preferentiellement pour evaluer une potentieile excision. Ces etudes ont 
35 egalement montre que Peiement Ds::M est stable dans la lignee A188 (etude effectuee 
sur des transfomiants primaires TO et premiers descendants T1 par PGR et Southern). 
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Les 6tudes phenotypiques et moleculaires de la lignee As. decrites h I'exemple 2) 
ont permis de montrer qu'il existait dans leur genome (au moins) une copie de I'el^ment 
■ AC active capable de s'exciser hors de I'allele R-nj dans le background gen6tique initial de 
la lignie W22 ou dans le bacl<ground d'une autre lignie. 
5 L'analyse phenotypique de la variegation de I'alidle R-nj sur les 6pis F1 issus des 

croisements As X Ds : a confirme que I'element Ac etait toujours actif dans cette 
■ generation : la presence de secteurs anthocyanes sur tous les grains matures montre qu'il 
y a eu production de transposase et excision somatique de I'Ac hors de son site 
d'insertion initial. Uapport par croisement d'un nouvel element . Ds dans la cellule n'a 
1 0 change en rien la capacite a sulvre ractivite de la source de transposase. 

II est considere que reiement Ds n'est pas genetiquement lie S I'alieie R-nj::Ac.. 
it reste done a determiner si la transposase exprimee par reiement Ac ins6r6 dans 
I'alieie R-nj peut permettre I'exdsion des elements Ds::bar et Ds::nptli. 

15 3.1 A partir de plantes F1 (voie classique) 

Des croisements ont ete entrepris apres retablissement des lignies monocopies 
afin de verifier si les elements Ds::bar et Ds::nptll sont capables de transposer In plants 

Les plantes sources de transposase ont servi de pollinisatrice (en raison d'uq?e 
semi-sterilite femelle de ces plantes). 

20 . I 

a) recherche par PCR d'excision somatique sur plantes F1 reslstantes d ['agent de 

selection 

Une partie de la descendance F1 issue des croisements entre les plantes Ds : :MS 
et les plantes As a ete semee et de I'ADN a ete isoie de jeunes feuilles de chaque plante 
25 F1 ainsi gerleree. L'un des parents etant hemizygote pour I'ADN-T, I'autre etant 
homozygote pour I'alieie R-nj::Ac. il est attendu que les deux composantes Ac et Ds 
soienttransmises e 50% des plantes F1 issues de ces croisements. 

Afin d'identifier les plantes F1 possedant TADN-T et de detecter d'eventueiles 
excisions somatlques. des tests de resistance au marqueur seiectif ont ete realises sur les 
30 jeunes plantes en parallele avec des tests d'amplification de sequence sur I'ADN de 

feuilles : 

Ipoiifies plantes Ds::nptll 
On depose dans le cornet forme par les feuilles de la plante de 3 a 5 ml d'une 
solution de kanamycine sulfate 500 mg/1 + 0.1% de tween. Les plantes sensibles 
35 developpent des secteurs chlorotiques sur les parties des feuilles qui ont ete en contact 
avec la solution. 
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- pour les plantes Ds::bar 
On realise un « leaf painting » en badigeonnant une feuille avec une soiution de 

glufosinate ammonium. 

Une premiere selection de la resistance & I'antibiotique ou a I'herbicide par une 
5 application non destructive a pemiis de detemiiner quelles plantes poss6daient le g6ne 
marqueur de selection. 

Quand un Element Ds s'excise apres production de transposase. il reste un site 
donneur vide. Une amplification par PGR avec les oligonucleotides EM 13 (SEQ ID n°1) et 
EMIA (SEQ ID n'a) permet de synthetiser un fragment sp^cifique de 280 pb quand 
1 0 I'ADN-T est delete de I'element Ds::bar ou Ds::nptll. Une s6rie d'amplifications a done 6t§ 
r§alisee avec le couple EM13-EM14 sur de I'ADN extrait des plantes issues du 
croisement Ds::nptll X Ac afin de detecter une eventuelle excision somatique dans 
certaines cellules des echantillons de feuilles preiev6es. 

L'analyse par PGR de ces plantes F1 a montr6 qu'il y avait presence d'excision 
15 somatique pour toutes les plantes F1 ayant h6rite de I'ADN-T et de I'alldle R-nj::Ac. 
Aucune amplification n'a ete detectee sur les plantes ne pos86dant que I'ADN-T, ni sur les 
plantes ne possedant aucune des deux composantes. 

De plus, toutes les plantes, pour lesquelles une excision somatique a 6t6 detectSe, 
se sont r^v^ldes Stre globalement r^slstantes d I'antibiotique. 
20 Cette bande indique done la presence d'une excision somatique dans certaines 

cellules des Individus porteurs de PADN-T et de I'alfele R-nj::Ac. Confbnn6ment d ce qui 
dtait pr6vu, aucun 6v6nement d'excision gemilnale de r6l6ment Ds::M ne s'est produit 
pour ces plantes, les deux composantes 6tant regroupies dans la m§me cellule depuis 
trop peu de g6n6ratlons cellulaires (de la f6condation & la jeune plante). 
25 II aurait fallu que la transposition ait eu lieu dans les gametes, ou les cellules m§res 

des gam^es. pour pouvoir esperer obsen/er une excision genninale. Ce qui augmente la 
possibility d'excision au niveau des gametes faibles, il aurait done 6t6 6tonnant d'obtenir 
une excision genninale des la generation F1. 

Cependant dans la strategic envisag^e c'est la frequence d'excision gemiinale qui 
30 est preferentielle pour i'eliminatlon du gene marqueur : 

- une excision somatique ne touche gendralement pas les gametes et conduit a la 
■formation de graines et d'individus ciiim6riques doht leTpIupart des cellules possedent 
encore le marqueur d'excision 

- une excision germinale touche les cellules, qui vont se differencier dans la voie de 
35 la gametogenese, et conduit a la formation de graines et d'individus constitues de 

cellules ou le Ds a ete excise (et peut etre reins6re) et qui ne possedent plus le gene 
marqueur de selection. 



1er depot 

21 

b) recherche par PGR d'excision germinates potentieltes du gene, marqueur parmi 
les plantes sensibles. 

C'est pourquoi la recherche d'une excision germlnale s'est effectu6e sur la 
5 generation F2. Les bandes d'amplification specifique de rexcision ont ete dos§es pour 
chaque plante F1, ce dosage permettant de refletar, ^ travers te taux d'exclsion 
somatique. Tactivite de la source de transposase. 

Les plantes F1 presentant le plus d'excision somatique ont 6t6 crols6es avec des 
plantes de la lignee A188 ou avec des plantes d'une lignee elite. Ces croisements ont 6t§ 
10 realises dans les deux sens, les plantes possedant les deux composantes Ac/Ds::M ayant 
servi de femelles et/ou de mates pour augmenter les possibllites d'excision genminale par 
piante F1. Les graines ainsi form6es ont ete portees a maturation. Des lots de graines F2 
provenant de plantes F1 Ds::nptll X Ac r^slstantes S la kanamycine et de plantes F1 
Ds::bar X Ac rdslstantes au glufosinate et issues de divers croisements ont 6t6 sem6es. 
15 Aucun examen ph§notypique portant sur la variegation n'est ici r§alis6. Les graipes 
exprimant le ph6notype ou les graines non pigment§es sont choisies pour le semis aVec 
la mSme probability, pour 6viter tout biais. 

Une maniere simple de tester la frequence d'excision germinate dans ce systSme 
est de s§lectionner les plantes F2 pour leur sensibilite d I'agent s6lectif et de les tester par 
20 analyses moteculaires. Des plantes F2 Ds::bar et des plantes F2 Ds::nptll ont alnsi ,6t§ 
test6es pour ramplification par PGR de la bande sp6cifique d'excisioh de 280 pb. / 

Une plante F2 est sensible d I'agent s6lectif soit par le biais de la segregation, et par 
consequent la bande de 280 pb ne doit pas Stre amplifi6e, soit par excision germinate du 
gene marqueur, et dans ce cas IS, la bande specifique d'excision est detectable par PGR. 
25 Gette etude a pemiis d'amplifier la bande sp6cifique d'excision a partir de TADN de 
plantes F2 issues des croisements: 

Ds::bar/AcXA188, 
Ds: : bar/Ac X lignee elite, 
lignee elite X Ds::nptll/Ac 
30 - Ds::nptll/AcX lignee elite. 

Des hybridations Southern ainsi que des analyses PGR ont ete effectuees sur ces 
plantes s§lectionnees ainsi que' sur les plantes initiates T1 Ds:;bar et TO Ds::nptll et les 
resultats obtenus sont les suivants. 

Les analyses par PGR et Southern montrent que les plantes F2 s6lectionn6es ont 
35 herite d'une partie de TADN-T contenant la bordure gauche, tes sequences d'interet, la 
cicatrice laissee par I'excision du Ds et te bordure droite, Petement Ds::M n'a pas ete 
genetiquement transmis aux plantes F2 comme 5a I'etait pour la F1. Ges plantes F2 sont 
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done des plantes issues d'6v6nements d'excision germinate de i'el^ment Ds::M hors de 
I'ADN-T. 

Les frequences globales d'excision germinale sont variables d'une descendance F2 
5 a I'autre et sont assez faibles. En ce qui concerne le construit Ds::bar. sur les plantes 
ayant h6rit6 de I'ADN-T. seuies quelques plantes ne possddent plus Tetement Ds::bar. ce 
qui donne une frequence d'excision gemiinale de 0.4%. La frequence d'excision 
germinale de I'el^ment Ds::nptll est un peu plus elevee et atleint 0,7%. 

Cette frequence d'excision gemiinale est relativement basse. Le ph6nom6ne de 
10 transition floraie est plus rare chez le mafs que chez la tomate ou I'arabelte : chez le 
maTs il n'y a que deux ou trois meristemes par individus qui se diff6rencient en organes 
sexuels et ferment tes gametes : un pour la panicule (organe male) et un ou deux pour les 
6pis (organes femelles). II faut done que I'excision germinate touche. soil un de ces 
m§rist6mes avant la gam6tog6nese, soit un gam§te. 

15 

e) Segregation de I'ADN-T et de I'allele R-nj::Ac . 
Une fois que la plante F2 portant I' ADN-T sans le gdne marqueur de s6leclion a 
ete caracterisee, on peut prooeder a la segregation de la transposase inseree dans R-nj 
et de I'ADN-T. Cette segregation peut avoir lieu au eours de I'introgression de I'ADN-T 
20 dans la Iign6e elite. II suffit de s6lectionner les plantes qui portent I'ADN-T. mais qui 
n'expriment pas de pigment anthocyane de type navajo. Cette segregation peut 
egatement Stre suivie par analyses moieculaires de type southern grSce aux sondes Sac 
et S064. 

25 3. 2 iwethode de selection sur cals pour les embryons F1 Dsr.nptll X As 

Afin d'augmenter la fiequence d'excision germinale. une etape de callogenese a ete 

realisee sur des embryons F1 immatures possedant les deux composantes, c'est a dire 

l-eiement Ds::nptll insere dans I'ADN-T et la source de transposase Ac inseree dans 

I'aliete R-nj. La lignee choisfe comme source de transposase est ici une source 
30 homozygote issue de la premiere introgression de W22/R-nj::Ac dans A188. Le cal 

possede done approximativement 75% du genome de A188 et 25% du genome d e W22. 

A1 88 est une ligneequTpermet d'obtenir du cal de type II. 

Lors de la croissance du cal et a partir d'une cellule ayant connu un evenement 

d'excision somatique. il est possible de generer un secteur de cal embryogene constitue 
35 d'un amas de cellutes somaclonales ne possedant plus le gene marqueur de setection. 

Une identification phenotypique ou moteculaire de ce secteur pemieltrait de reg6n6rer un 
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individu sans gene marqueur a partir de ces cellules avec une frequence plus importante 
que par la voie classique. 

a) initiation de cals k partir d'embryons immatures F1 sur milieu seleclif et selection 

5 des cals rSsistants 

Des embryons F1 issus des croisements entre les plantes transg6niques D8::M et 
les sources de transposase homozygotes pour I'all^le R-nj::Ac ont et6 preleves de dix & 
douze jours apr§s la fecondation. pos§s st6rilement sur un milieu N6 et mis en culture 
dans une chambre noire afin d'initier la formation de cals indiff6renci6s de type II selon la 

1 0 m^thode d'Armstrong et a/. , 1 985. 

Apres avoir elimin6 les axes germinatife aprte 15 jours d'inltiation. les cals sont 
maintenus dans I'obscurit^ a 25-C pendant.tout le temps que dure I'lnduction de cals et la 
premiere partie de la multiplication. Les cals commencent k devenir visibles 1 semaine 
apres initiation. A chaque sous-culture. Cast h dire toutes les deux ou trols semaines. les 

1 5 parties blanches, embryogenes et friables sont s6tectionn6e8 et sfeparies des parties plus 

compactes ou muqueuses. ?- 
Au bout de 2 6 3 semaines ^initiation, les cals form6s sont dupliqu^s en deux 

parties: 

. une molti6 est mise sur un milieu N6 non s6lectif. pour continuer la multiplication 
20 de cals. 

- I'autre moiti6 est mise sur un milieu N6 contenant de la kanamycine 50 mg/1. pour 
identifier les cals r^slstants porteurs de I'ADN-T. La selection de cals avec la kanamypne 
n^cesslte une 6tape S la Iumi6re. en chambre de culture. L'antibiotique inhibe en effet la 
synthase des peptides dans les mitochondries et les chloroplastes. LMnhibition est basee 

25 sur la similitude entre la synthese prot6ique de ces organites et la synthese proteique 
bact^rienne. Les cellules v6g6tales sont done g6n§ralement intol^rantes aux 
aminoglycosides comme la kanamycine ou la gentamyclne. Wlais pour une dose 
relativement faible. la kanamycine n'est pas destructive et pemiet une selection par 
ph6notype colorimetrique: les cals r6sistants poss6dant le g^ne nptll verdissent quand lis 

30 sont exposes a la lumi^re (les chloroplastes fonctionnels accumuient la cholorophylle). 

alors que les cals sensibles restent jaunes. 

Cette"'6tape dri§lection permet d'identifier les cals quF po-ss§asifTt TADN-T et 

relement Ds::nptll et d'eliminer les cals qui ne possedent dans leur genome que la 
composante R-nj::Ac (dans le cas d'une source de transposase homozygote). 
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b) multiplication des cals r^sistants sur milieu nbn selectif 

Les parties des cals resistants qui ont 6t6 dupliqu6es at mises sur milieu non selectif 
sont cultivees a robscurite. 11 y a done multiplication des cellules qui possedent les deux 
composantes. Au cours de cette multiplication, il va y avoir production de transposase et 
5 un certain nombre de cellules vont etre issues d'evenements d'excision de Telement 
Ds::nptll hors de TADN-T. Ces cellules en se multipliant vont conduire a la formation de 
cals chirn^riques constitu6s de secteurs d'excision somatique du Ds::nptll et de secteurs 
sans excision. 

Les cals sont ensuite mis ^ la lumiere, pendant une semaine. Les parties jaunes 
1 0 sont grossierement isolees. 

c) regeneration de plantules 6 partir d'un secteur d'excision 

Les bouts de cals isoles sont mis a regenerer sur un milieu non selectif en chambre 
de culture et a la lumifere. Des plantes sont ainsi regenerees a partir des diff^rentes 
15 parties embryogenes et potentiellement a partir d'un secteur d'excision de {'element 
Ds:;nptlL 

d) recherche d'excision germinate sur les plantes sensibles 

Les plantes, lorsqu'elles ont atteint le stade trols feuilles sont trait^es avec une 
20 solution de kanamycine sulfate. Les plantes presentant des secteurs chlorotiques sont 
done des plantes sensibles a I'agent s6lectif qui sont issues d'un cal initialement resistant. 
Parmi les plantes testees, certaines plantes originaires du mfime embryon se sont 
averees etre sensibles a la kanamycine. 

Des analyses PGR et Southern ont en effet montr6 que Tetement Ds::nptll avait 6t6 
25 excise de son emplacement initial et ne s'6tait pas reins6r6. La frequence d'excision est 
done considSrablement augmentee par le biais de la culture de cals et atteint 8% des 
plantes ainsi r^gendrees. 

Un sequengage des cicatrices Iaiss6es sur TADN-T par I'excision de I'element 
30 Ds::nptll a ete affectum pour les plantes g6n§r6es par la vole reproductrice et par la vole 
vegetative. L'analyse des sequences obtenues montre que certaines plantes de la voie 
reproductrice sont issues de deux SvMeTnerits d'excision germinate differents bien 
qu'issues du m§me croisement Par centre les sequences des cicatrices pour les plantes 
obtenues par callogenese sont identiques. Ce qui confirmerait que ces plantes sont 
35 issues du meme evSnement d'excision. 
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Amorces utilis^es pour dSteder I'excision des elements Ds::Bar 



Nom 


SEQID n" 


Sequences 




EM13 


1 


5'-CGACAATCTGATCATGAGCC3-3' 




EMU 


2 


Rj-.TTAATAACACATTGCGGACe-3- 




Amorces 


utilis6es pour detecter les transformants Ds::npt 11 




Nom 


SEQ ID 


Sequences 


Actinti 


3 


5'-CGAATTCGCGCCGGTAAC -3- 


Actint2 


4 


5'-TCGTGCCGAATTCGATATCAAtii; -a 



Les sondes utills6es pour les Southenn blots sontdonn^es ci-dessous 



Nom 


M^thodes d'obtention 


Sequence 
cible 


Taille 


8006 


Fragment de restriction : 
Sma\-Smal 


G^ne bar 


600pb 


S063 


Fragment PGR : couple 
d'oligonucleotides Actintl- 
Actint2 


Intron Actine 


480 pb 


8064 


Fragment PGR : couple 
d'oligonucleotides 5'Nos1- 
5'Nos2 


5'pNos 


130 pb 


8020 


Fragment PGR: couple 
d'oligonucteotides kana7- 
kanaS 


Gene npt II 


1000 pb 


SAc 


Fragment de restriction : 
Mndill-Hindlll 


Gdne Ac 


1605 pb 
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REVEMDICATIONS 

1- Methode d'obtention d'une plante Monocotytedone transg§nique contenant un 
5 gene d'intSret (i) sans sequence auxiliaire etrangdre. comprenant les etapes suivantes: 

a) transformation d'au moins une cellule de plante ne possedant aucune 
transposase active, avec un vecteur comprenant deux cassettes d'expression. rune 
comprenant une sequence nucl^otidique d'int6r6t (i), I'autre comprenant une sequence 
nucl6otidique codant pour un marqueur de selection (ii) encadr6 par les sequences 

10 mobilisables d'un transposon, iadite cassette d'expression comprenant une sequence 
nucleotidique d'intdrSt (i) etant en dehors de I'etement transposon; 

b) selection des piantes transformees avec le marqueur de selection (ii); 

c) croisement d'une plante transformee avec une autre plante appartenant d une 
lignee contenant dans son genome un gene, codant pour une transposase active 

15 endogene, ,et qui se trouve au milieu d'un marqueur ph§notypique d'excision (iii), pour 
obtenir une F1 ou tout autre individu de generation ulterieure ; 

d) selection des cellules ou des individus porteurs du g6ne d'lnt6rSt sans 
sequence auxiliaire etrangere, a partirde la generation F1 ; 

e) regeneration, de piantes a partir des cellules ou des individus s6lectionn68 en 

20 (d). 

2- Methode selon la revendication 1. dans laquelle les sequences auxiliaires 
etrangeres cedent pour un gSne marqueur de selection (Ii) conterant une resistance § un 
antiblotique ou un herbicide, comme le gene nptll ou le gene bar. 

3- Methode selon la revendication 1. dans laquelle les sequences auxiliaires 
25 etrangeres codent pour un gene marqueur ph6notypique (ii). 

4- Methode selon I'une des revendlcations 1 d 3, dans laquelle la plante 
Monocotyiedone transgenique est une plante de maTs. 

5- Methode selon I'une des revendlcations 1 a 4, dans laquelle le systeme 
transposon est le systeme Ac/Ds. 

30 6- Methode selon Tune des revendlcations 1 ^ 5. dans laquelle les individus a 

retape (d) peuvent etre des piantes F1, des piantes F2 ou des cals. 

7- Methode selon la revendication 4. dans laquelle la plante transformee appartient 
eia lignee A188. 

35 8- Methode selon I'une des revendlcations 4^7, dans laquelle la plante 

transfomiee est croisee a I'etape (c) avec une autre plante appartenant a une lignee de 
type R-nj : :Ac. comme les lignees W22/R-nj As. W22/R-nj Ag. et A188/R-nj : :Ac. 
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RTr.VRNmCATIONS 

1- M6tIiode d'obtention d'une plairte Monocotyl^done transg&iique contenant un g^ne 
d'int^rat (i) sans sequence auxiliaire 6trangSre, comprenant les Stapes suivantes: 

a) transformation d'au moins une cellule de plante ne poss6daiit aucune transposase 
active, avec m vecteur comprenant deux cassettes d'expression, I'une comprenant une 
sequence nucl6otidique d'int^rgt (i); l^utre^mprenant une sequence nucl6otidique codaa: 
pour un marqueur de selection C") encadr^ par les s6quences mobilisables d'un transposon, 
ladite cassette d'expression comprenant une sequence nucl6otidique d'int6r6t (i) 6tant en 

dehors de r616ment transposoi^ 

b) selection des plantes transform^es avec le marqueur de selection (ii); 

c) CToisement d'une plante transform^e avec une autre plante appartenant i une lign^e 
contenant dans son gdnome un gfene, codant jpom «ne transposase active cndogfene, et qui se 
trouve au milieu d'un marqueur ph&iotypique d'excision (iii), pour obtenir une Fl ou tout 
autre individu de g6n6ration ult6rieure ; 

d) selection des ceUules ou des individus porteurs du g^ne d'int^rSt sans sdquence 
auxiliaire ^trang&re, h partir de la g&i6ration Fl ; 

e) regeneration de plantes 4 partir des ceMes ou des individus s61ectionnes en (d). 



2- Methode selon la revendication 1. dans laquelle les sequences auxiUaires etrangferes 
cedent pour un gfene marqueur de selection (ii) conferant une resistance k un antibiotique ou k 
un herbicide, coDomele gene nptlloulegSne bar. 

3- Methode selon la revendication 1, daiislaquelle les sequences auxiUaires etrangeies 
codent pour un gdne marqueur pheno^ique (ii). 

4- Methode selon I'une des revendications 1 ^ 3, dans laquelle la plante 
Monocotyiedone tfansgemque est une plante de nuffs. 

5- Methode selon Tune des risvendications 1 k 4, dans laquelle le systeme transposon est 
le systeme Ac/Ds. • . 



6- Methode selon I'une des revendications 1 4 5, dans laquelle les individus k I'etape (d) 
peuvent etre des plantes Fl, des plantes F2 ou des cals. 
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9- M6thode selon Tune des revendications 1 i 8, dans laquelle la selection des 
individus ^ TStape (d) se fait par voie reproductive, comprenant les stapes suivantes: 

* sglection des grains F1 varlegu6s; 

- selection des 6venements d'excision somatique de Telement Ds : :M par 
5 technique PGR; 

- selection des 6venements d'excision germinate de I'elements Ds : :M par 
technique PGR ; 

- obtention de semis de plantes F2 a partir de ces evenements. 

10- Methode selon Tune des revendications 1 a 8, dans laquelle la selection des 
10 individus a I'etape (d) se fait par voie vegetative, comprenant les etapes suivantes: 

- production de cals a partir d'embryons immatures F1 

- selection visuelle des dais contenant I'ADN-T et I'§l6ment Ds : :M 

- multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de T^lement Ds : :M 

- regeneration de piante'sip'l a partir de ces sedeurs d'excision. 

15 11- Methode selon la revendication 10 pour I'obtention de plantes F1 directement 

regenerees a partir de cals seiectionnes, par la voix de culture in vitro d'embryons 
immatures d'epis Fl 

12- Plantes Monocotyledones transgeniques, ou parties de plantes, contenant un 
gene d'int6ret sans sequences auxiliaires etrang§res et susceptibles d'Stre obtenues par 

20 une methode selon Tune quelconque des revendications 1 d 11. 

13- Plantes iWonocotyl6dones hybrides, caract6ris6es en ce qu'elles sont obtenues 
par le croisement de plantes selon la revendication 12. 

14- Plantes ou partie de plantes selon les revendications 12 ou 13, caracteris6es 
en ce qu'il s'agit de ma'fs. 

25 15- Vecteur comprenant deux cassettes d'expression (i) et (ii) selon la 

revendicationl. 

16- Cellule hdte comprenant le vecteur selon revendication 15. 

17- Cellule de plante, ou clone d*une telle cellule, transformee avec un vecteur 
selon revendication 15. 

30 18- Methode de selection sur cals des §v6nements pr§sentant une excision de 

I'6l6ment Ds : :M pour Tobtention de plantes transgeniques contenant un gene d'interet 
sans sequence auxiliaire etrangereTcomprenaTiTles'IStapes' ' 

- production de cals ^ partir d'embryons immatures Fl 

- selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et I'element Ds : :M 

35 - multiplication de cals et recherche de secteurs d'excision de I'element Ds : :M 
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7- M6ftode selon la reveadication 4, dans laquelle la plants transfonn^e appartient k la 
lign6eA188. 

8- M6thode selon I'une des revendications 4 a 7, dans laqueUe la plante transform^e est 
crois^e a raape (c) avec une autre plante appart^t k une lign^e de type R-nj : :Ac, comme 
les lign&s W22/R-nj As, W22/R-nj Ag, et AlSS/R-ry : :Ac. 

9- M6thode selon I'une des revendicatidns l k 8, dans laqueUe la selection des individus 
k I'etape (d) se fait par voie reproductive, comprenant les Stapes suivantes: 

- selection des grains Fl varieguSs; 

- selection des av6nements d'excision somatique de I'^ldment Ds : :M par technique 

PCR; 

. selection des 6venements d'excision genninale de Tel^ments Ds : :M par technique 

PCR; 

- obtention de semis de plantes F2 i partir .de ces ev6nements. ' 

10- M^thode selon I'une des revendications 1 i 8, dans laquelle la sdec^on des 
individus k Y&apQ (d) se feit par voie v^^tative, comprenant les 6tapes suivantes: 

- production de cals k partir d'ranbtyons immatures Fl 

- selection visueUe des cals contenant 1' ADN-T et l'61iment Ds : :M 

- - multiplication de cals et recherche de s'eeteurs d'excision de raiment Ds : :M 
Il^&i^ration de plantes Fl k partir de ces secteu?s d'excision. 

11- Mdthode 'selon la revendication 10 pour I'obtention de plantes Fl directement 
r6g6n&ies k partir de cals s61ectionn6s, par la voix de culture in vitro d'embryons immatures 
d'6pisFl. 

12-_Plantes Monocolyl6dones transg^niques, ou-parties-de-plantes, contenant.un g^ne 

d'int6ret sans sequences auxiliaires 6trang^res et susceptibles d'^ obtenues par une m6tiiode 
selon I'une quelconque des revendications 1^11. 



13- Plantes ou partie de plantes selon la revendication 12, caract6risdes en ce-qu'U s'agit 
de mals. 



14- Vccteur comprenant deux cassettes d*expression Q) et (il) selon la revendication 1. 

15- Cellule h6te comprenant le vecteur selpn revendication 14. 

16- Cellule de plante, ou clone d'une telle cellule, transfonn^e avec un vecteur selon 
revendication 14. 

17- Methode de selection sur cals des 6v4nements pr^sehtant une excision de T^l^ment 
Ds : :M pour Tobtention de plantes transg^niques contenant un gfene d*int6ret sans sequence 
auxiliaire 6trang&re, comprenant les 6tapes 

- production de cals h partir d'embryons immatures Fl 

r Selection visuelle des cals contenant I'ADN-T et T^l^ment Ds : :M 

- multiplication de cals et recherche de sect^s d'excision de TeMment Ds : :M 



^r/dfp6t 





M 

o 



c 



O 

m 

Urn 

c 



P8tl4479 



tCpnie ^Xhof13 aat18 EcoRl^^ 



HindlUSO 
,SmaI41 • 

>a>oi.47 



Bdiaea 

PVUI540 
Sail 545, 

SpllSTS 
fvu|1590 
SpQl 676 
,8tut711 





Nclal3167 



Insertion d'une sequence contenant r6l6ment 
Ds::barentTe les bordures RB et LB de pSB12 



Intron 
Actine 



Pro Actine 



ms 3' 

Ds3'Ac 



Ds S'Ac 




3pectmomycine 



ColEl 

Figure 2 (A) 



KpnIS Xhona ClaM8 ' ecoRI24 



Pyui-seoi 

0 88)1 687d; 
AatilisslQ. 



HlndillSO 
BamH}38 
SmQl4r- 
xfaai.47 . 



SC&I51I 
Pall 4821. 



P6tl4479 




BstEU 1835 



!oI|878 



•Ndol316X 



Insertion d'une sequence contenant Telement 
Ds::barev\\re les bordures RB et LB de pSB12 




RB 



Spectanomycine 



ColEl 



Figure 2 (B) 



Figure n'S; 




TransformantADN-T/Ds.;MS X 



Plante R-nj::Ac 




callogSn^se 




Excision somatique du 
Ds::M de I'ADN-T 



Sauvetage 
d'embryons 




regeneration 



V 



R-nj::Ac/ADN-T/Ds::MS 



Excision germinale du 
Ds::IVI de I'ADN-T 



r.,,F4-- 



F2 





Plantes transg§niques sans g^ne marqueur de selection 

Figure 3 



lerdep^^ ^ 




1 



LISTE DE SEQUENCES 
<110> RHOBIO 



<1^0> Methode d'obtention de plante Monocotyledone contenant 
un gene d'interet sans sequence auxiliere strangers 

<130> acds 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentin Ver. 2.1 

. <210> 1 

<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide synthetique 

<400> 1 20 
cgacaatctg atcatgagcg 

<210> 2 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> . _ 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide synthetique 

<400> 2 21 
cttaataaca cattgcggac g 

<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> - .... 1, 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide synthetique 

<400> 3 18 
cgaattcgcg ccggtaac 

<210> 4 

<211> 23 

_.<212> ADN ... • • 

<213> sequence artificielle 
<220> . 
<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide synthetique 



<400> 4 

tcgtgccgaa ttcgatatca age 



23 



i \ 



regue le 03/07/01 




N* 11235*02 



Code de !a propri6t6 Intellectuelle - Uvra VI 



DfePARTEKEWT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint P6lersbourg 

Xnonf 0?^"04 04T.^ople : 01 42 93 59 30 



DtelGNATlON DWENTEUR(S) Page NM. . / • 
ISi le demandeur n'est pas Tinventeur ou Vunique Inverrteur) 

rnv iTinrtm^ est & remplif iisiblement A i'encre noire 



08113^/260899 



I Vos r^ffirences pour C9 dossier 

(facultatif) 



f NATIONAL 



PM 01015 



0 >to>C^> 



I'ENREGISmMEm' I 
I TITRE DE L'iraVEMTiON (200 canict&ras ou fwpacas imudmum) 
M6thoded-obtentiondepU.teMonoc<.yl6donecont.nantung^d.m&8t^^ 



LE(S) D£«IANDEUR(S) : 
RHOBIO 1«0, ruePierre Baizet BP 9163 F - 69263 LYON CBDEX 9 




DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) D£fVIANDEUR(S) 
OU DU HiANDATAmE 
(Worn et qualitd du signataire) 
LYON, lei I JUIN 2001 " 



FranckTETAZ 



-J^^ ce fonr^ulalre. 



I a toi 11^78-17 du 6 ianvier 1978 relative I I'luw....-*.^— . ^^p. 

eitra^t un dJ d'accte et de rectification pour les donnies vous concernant auprte de 1 INPl. 



This Page is inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images wjtliin this document are accurate representations of tiie 
original, documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

""^B LACK BORDERS 

□ rM.AGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLUl^D OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWITJG . 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLORED OR BLACK AND V\T^ITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REPERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SJJBMITTED ARE POOR QUALITY 



□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY, 
As rescaaning documents will not correct images 
problems checked, please do not report the 
problems to the IFW Image Problem Mailbox 



